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Abstract: This work presents ave used of machine learning algorithms for data analysis and
generation of intelligent response of a sensor based on surface plasmon resonance (SPR). The
sensorgrams obtained by the real-time response of an sensor SPR, were used as a database.
The sensorgrams were initially described with the discrete cosine transform; and then classified
with the k-nearest neighbor (k -NN) algorithm; and the identification of the substances/areas
of interest of sensorgram were performed by applying linear regression. The results presented
are satisfactory, attesting that the sequence of steps chosen makes it possible to classify the
sensorgrams, identify and analyze areas of interest in the sensorgram, therefore creating, a SPR
sensor with intelligent response.
Resumo: Este trabalho apresenta o uso de algoritmos de aprendizagem de ma´quina para ana´lise
de dados e gerac¸a˜o de resposta inteligente de um sensor baseado na ressonaˆncia de plasmons de
superf´ıcie (SPR). Os sensorgramas obtidos pela resposta em tempo-real de um sensor SPR, foram
utilizados como base de dados. Os sensogramas foram inicialmente descritos com a transformada
discreta do cosseno; em seguida classificados com o algoritmo de vizinho mais pro´ximo (k -NN);
e a identificac¸a˜o das substaˆncias/a´reas de interesse do sensorgrama foram realizadas com o uso
de regressa˜o linear. Os resultados apresentados sa˜o satisfato´rios, atestando que a sequeˆncia de
etapas escolhidas possibilita classificar os sensorgramas, identificar e analisar a´reas de interesse
no sensorgrama, criando assim, um sensor SPR com resposta inteligente.
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Palavras-chaves: Ressonaˆncia de Plasmons de Superf´ıcie (RPS); Aprendizagem de Ma´quina;
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1. INTRODUC¸A˜O
Os sensores de ressonaˆncia de plasmons de superf´ıcie
(SPR, sigla em ingleˆs para Surface Plasmons Resonance)
teˆm sido amplamente utilizados nos u´ltimos anos para
projetar e desenvolver aplicac¸o˜es biossensores, devido a
oportunidade de se determinar o ı´ndice de refrac¸a˜o de
soluc¸o˜es, detectar a presenc¸a de substaˆncias e monitorar
a evoluc¸a˜o temporal de camadas de absorc¸a˜o com alta
relac¸a˜o custo/benef´ıcio Barchiesi (2009).
Os sensores SPR tipicamente exploram as caracter´ısticas
da estrutura multicamada de diferentes materiais para
detectar interac¸o˜es moleculares. Em s´ıntese, uma fina ca-
mada meta´lica e´ posicionada entre duas camadas diele´trica
na qual, em aplicac¸o˜es biossensores, uma das camadas e´
um meio l´ıquido polar (a´gua) ou na˜o-polar e e´ comumente
denominado de analito.
Sob certas condic¸o˜es, a estrutura multicamadas e´ ilumi-
nada e a luz refletida (sinal) e´ capturado, fornecendo assim
uma assinatura o´ptica para essa estrutura. O sinal captado
passa por processos de filtragem, tendo como objetivo
minimizar ru´ıdos e aumentar a faixa do sinal. Em seguida,
o sinal pode ser enta˜o utilizado para gerar de forma gra´fica
a ressonaˆncia, denominado de curva SPR.
A curva SPR apresenta um valor mı´nimo de refletividade e
esse valor mı´nimo pode ser alterado a medida que diferen-
tes analitos sa˜o inseridos. O monitoramento da alterac¸a˜o
dos analitos permite observar as alterac¸o˜es nos paraˆmetros
e comportamento da curva SPR. Tal monitoramento ao
longo do tempo pode ser visualizado em um gra´fico, de-
nominado de sensorgrama. O sensorgrama apresenta uma
evoluc¸a˜o temporal nos paraˆmetros que descrevem a curva
Schasfoort (2017).
A Figura 1 apresenta um esquema das etapas envolvidas
para aquisic¸a˜o de dados com um sensor SPR. No uso con-
Figura 1. Sensoriamento SPR. 1. Detalhe para uma estrutura com 3 camadas: prisma (substrato o´ptico), metal e o
analito (diele´trico). Situac¸a˜o de ATR, com destaque para o campo evanescente (E) gerado na interface entre os
meios e para os vetores de onda da componente horizontal da luz da(kpx) e da oscilac¸a˜o do plasmons (ksp). 2. O
sinal SPR e´ captado por um sensor de imagem para da´ı enta˜o ser processado e exibido. 3. Detalhe do mapeamento
dos pixels da imagem SPR e 4. sua representac¸a˜o gra´fica (curva SPR), em que o decaimento na refletividade
indica a condic¸a˜o de ressonaˆncia. 5. Sensorgrama apresenta a evoluc¸a˜o temporal da ressonaˆncia. Vetores, aˆngulo,
propriedades o´pticas, espessuras e plano de incideˆncia esta˜o indicados na figura.
vencional de um sensor SPR um protocolo experimental e´
definido com um objetivo espec´ıfico, e as substaˆncias sa˜o
sequencialmente introduzidas no sensor seguindo esse pro-
tocolo. Tendo em vista a reprodutibilidade de um sensor-
grama SPR para um protocolo experimental bem definido,
e´ poss´ıvel saber como sera´ a resposta de um sensor SPR, ou
seja, qual resposta o sensor devera´ fornecer para um deter-
minado ciclo experimental. Desse modo, biossensores SPR
inteligentes podem ser desenvolvidos para tomar deciso˜es
baseadas nas caracter´ısticas particulares e comuns de um
protocolo experimental, possibilitando a classificac¸a˜o e a
ordenac¸a˜o da resposta.
Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo principal
utilizar algoritmos de aprendizagem de ma´quina supervi-
sionada para descrever, classificar e identificar respostas
SPR a partir de sensorgramas obtidos com o sensor SPR
baseado no prisma de baixo custo PPBIO Oliveira et al.
(2016).
2. SENSORGRAMA SPR: CONCEITOS, DEFINIC¸O˜ES
E EXPERIMENTOS
A excitac¸a˜o dos plasmons de superf´ıcie com sensores SPR
desenvolvidos a partir da configurac¸a˜o de Kretschmann
Kretschmann and Raether (1968), baseia-se no princ´ıpio
da reflexa˜o total atenuada (ATR). Esta configurac¸a˜o e´
a majoritariamente empregada na construc¸a˜o de sensores
SPR. Nela, um prisma com superf´ıcie meta´lica e´ posto em
contato com o analito, e iluminado em condic¸o˜es ideias
para que ocorra acoplamento o´ptico entre os fo´tons e os
plasmons de superf´ıcie.
A ressonaˆncia e´ obtida variando as condic¸o˜es de acopla-
mento entre um feixe de luz e os plasmons de superf´ıcie.
Dentre as forma para se obter tais condic¸o˜es, e´ poss´ıvel
desenvolver sensores SPR para operar no modo de interro-
gac¸a˜o angular (AIM - Angular Interrogation Mode), onde
o feixe de luz incidente e´ monocroma´tico (comprimento
de onda fixo) e variando o aˆngulo de incideˆncia obte´m-
se a condic¸a˜o de ressonaˆncia Oliveira (2015). No modo
AIM a posic¸a˜o de ressonaˆncia, denominada de aˆngulo de
ressonaˆncia θR, e´ indicada pelo valor mı´nimo da curva
SPR.
Sob certas condic¸o˜es, a estrutura multicamadas e´ ilumi-
nada e a luz refletida (sinal) e´ capturada, fornecendo assim
uma assinatura o´ptica para a essa estrutura. O sinal cap-
tado passa por processos de filtragem, tendo como objetivo
minimizar ru´ıdos e aumentar a faixa do sinal. Em seguida,
a imagem pode ser enta˜o utilizado para gerar de forma
gra´fica a ressonaˆncia, denominado de curva SPR.
A SPR e´ um excelente fenoˆmeno para monitorar eventos
de adsorc¸a˜o/dissociac¸a˜o entre mole´culas. Atrave´s das al-
terac¸o˜es no ı´ndice de refrac¸a˜o das substaˆncias em contato
com sensor, o valor de θR tambe´m sofrera´ um desloca-
mento, fornecendo a assinatura o´ptica para a estrutura.
Em s´ıntese, a medida que novas substaˆncias sa˜o inseridas
ocorre uma mudanc¸a na condic¸a˜o de ressonaˆncia, como
mencionado anteriormente. As variac¸o˜es de θR ao longo do
tempo sa˜o enta˜o apresentados no sensorgrama. Um exem-
plo de sensorgrama pode ser visto na Figura 2. Na figura
e´ ilustrado o protocolo experimental para as substaˆncias
a´gua (H2O), soluc¸a˜o da prote´ına BSA (Albumina Se´rica
Bovina) dilu´ıda em a´gua, a concentrac¸a˜o de 0,1 mg/ml e
hipoclorito (Hypo.) na seguinte ordem: H2O → BSA →
H2O → hipoclorito→ H2O.
Tipicamente as fases de um sensorgrama compreendem a
linha base: calibrac¸a˜o do sensor para uma substaˆncia
conhecida; adsorc¸a˜o: in´ıcio da injec¸a˜o da soluc¸a˜o de
prote´ına; monolayer : regime permanente, saturac¸a˜o no
valor do paraˆmetro de interesse; dissociac¸a˜o: remoc¸a˜o
das mole´culas em suspensa˜o que na˜o aderiram a` superf´ıcie
meta´lica; lavagem: injec¸a˜o de substaˆncia para limpar
a superf´ıcie e remover as mole´culas fixadas na fase de
adsorc¸a˜o e regenerac¸a˜o: retorno para a condic¸a˜o inicial
de calibrac¸a˜o Oliveira (2016).
O protocolo experimental representado por um sensor-
grama, apresenta padro˜es e caracter´ıstica do sensor SPR
em uso. Tendo em vista que o uso sequencial do sensor
por va´rios ciclos experimentais de adsorc¸a˜o, dissociac¸a˜o,
limpeza e regenerac¸a˜o provoca alterac¸o˜es e desgastes na
Figura 2. Exemplo de um sensorgrama para o protocolo
experimental: H2O → BSA → H2O → Hypo. →
H2O, em um sensor SPR com multicamada composta
de vidro BK7 e ouro.
superf´ıcie meta´lica, tambe´m e´ poss´ıvel verificar por meio
do sensorgrama a qualidade do sensor e atestar a reprodu-
tibilidade do mesmo.
2.1 Set-up experimental
Para obtenc¸a˜o dos sensorgramas foi utilizado um sensor
SPR baseado no PPBIO (Prisma Polime´rico para apli-
cac¸a˜o BIOlo´gicas)Moreira et al. (2009). Devido a sua
geometria trapezoidal (ver Figura 3a), o PPBIO torna
menos dispendiosa a instrumentac¸a˜o de um sensor SPR
por evitar partes mo´veis e/ou rotacionais. As paredes
laterais inclinadas do PPBIO sa˜o especulares para facilitar
a reflexa˜o da luz incidente. Esse prisma possui uma fina
camada meta´lica depositada na base superior, evitando o
uso de o´leo/gel para acoplamento da superf´ıcie meta´lica.
Para mais detalhes sobre o sensor SPR baseado no PPBIO
recomenda-se as refereˆncias Oliveira et al. (2013); Oliveira
et al. (2016).
Figura 3. Fotografia do PPBIO a) antes e b) depois da
deposic¸a˜o de 50 nm de ouro. c) diagrama de blocos
do sensor e d) fotografia do set-up experimental.
3. METODOLOGIA PARA INCORPORAC¸A˜O DE
INTELIGEˆNCIA NO SENSOR SPR
Neste trabalho, e´ proposto a utilizac¸a˜o da aprendizagem
de ma´quina supervisionada para a ana´lise de um sen-
sorgrama, a fim de descrever, identificar e classificar o
protocolo experimental adquirido por um sensor SPR.
Na Figura 4 sa˜o apresentados as etapas para consecuc¸a˜o
dessas tarefas de aprendizagem.
Figura 4. Diagrama de bloco indicando as etapas para
realizar as tarefas de criar, descrever, identificar e
classificar sensorgramas e suas informac¸o˜es.
A primeira etapa, consistiu em obter grupos de sensorgra-
mas usando o sensor SPR baseado no PPBIO, operando
do modo AIM, para prisma de vidro BK7 metalizados com
filmes finos de ouro com 50 nm de espessura. Obteve-se 4
grupos cada um representando um protocolo experimental
diferente.
A segunda etapa consistiu em criar novas amostras para
os sensorgramas ja´ obtidos. Modificac¸o˜es tais como in-
troduc¸a˜o de ru´ıdo gaussiano branco, diminuic¸a˜o temporal
em regio˜es de interesse e aumento ou diminuic¸a˜o no va-
lor do eixo y (posic¸a˜o de ressonaˆncia) foram adicionadas
aos sensorgramas. Essas modificac¸o˜es podem representar o
uso de diferentes algoritmos de detecc¸a˜o do valor mı´nimo
da curva SPR, mudanc¸a no tempo de inserc¸a˜o de uma
substaˆncia com vista a economizar material e alterac¸a˜o do
PPBIO, camada meta´lica ou fonte de luz, respectivamente.
Ja´ a terceira etapa, foi aplicada a transformada discreta
de cosseno (DCT)Zhou and Chen (2009) em cada um
dos sensorgramas pertencentes a cada grupo. A quarta
etapa consistiu na criac¸a˜o de um conjunto de dados de
treinamento com os 16 sensorgramas. Na quinta etapa,
aplicou-se o algoritmo de aprendizagem de ma´quina k -
NNAgrawal (2014) para classificac¸a˜o dos sensorgramas.
De posse de sensorgramas classificados, faz-se necessa´rio
identificar as regio˜es que representam as substaˆncias no
sensorgrama, e consequentemente, identificar as a´reas de
transic¸a˜o entre elas. Esses passos compreendem a sexta
etapa. Aplicou-se a regressa˜o linear para estimar as regio˜es
para estimar os regimes permanentes no sensorgrama,
observando a mudanc¸a no valor do coeficiente da regressa˜o.
Em seguida, na se´tima etapa , e´ poss´ıvel identificar a
ordem temporal e a quantidade de substaˆncias que um
sensorgrama apresenta. Por fim, foi aplicado testes de
hipo´tese na resposta do sensor para aferir a qualidade do
sensorgrama gerado (etapa 8).
4. RESULTADOS
4.1 Classificac¸a˜o de sensorgramas
Os 4 grupos de sensorgramas obtidos experimentalmente
com sensor SPR sa˜o apresentados na Figura 5. As substaˆn-
cias utilizadas foram H2O, BSA, Hypo. e PBS (Phosphate
Buffered Saline). Em cada protocolo, tem-se uma sequeˆn-
cia temporal diferente para inserc¸a˜o das substaˆncias.
Figura 5. Grupos (a), (b), (c) e (d) de sensorgramas
representado 4 protocolos diferentes.
Em seguida, foram criados novos sensorgramas de cada
grupo. A Figura 6 ilustra, para o grupo 1, a aplicac¸a˜o de
ru´ıdo gaussiano branco de 65 dBW, do aumento no valor
do y em 0.2o e da mudanc¸a no tempo na inserc¸a˜o das subs-
taˆncias BSA e Hipoclorito. Ao final dessa segunda etapa
foram criados 16 sensorgramas, sendo 4 sensorgramas para
cada um dos grupos.
Na terceira etapa, foi aplicado a DCT-4 com intuito de
descrever os sensorgramas. O uso de um descritor simples
faz-se necessa´rio pois a formulac¸a˜o de um modelo mate-
ma´tico que descreva um sensorgrama exige a inclusa˜o de
aspectos bioqu´ımicos, processos isote´rmicos de absorc¸a˜o
e dissociac¸a˜o das substaˆncias, computados em condic¸o˜es
espec´ıficas nos moldes do modelo de Langmuir, os quais
tornam tal modelagem um trabalho complexo, dependente
de experimentos custosos e exigindo uma se´rie de su-
posic¸o˜es Sousa et al. (2018). A DCT-4 na˜o faz uso de
nu´meros complexos, representando de forma compacta a
informac¸a˜o do sensorgrama. Na Figura 7 tem-se a energia
da DCT-4 para o sensorgrama da Figura 5a). Nota-se que
os primeiros 8 coeficientes AC da DCT sa˜o responsa´veis
por aproximadamente 80% do sinal.
Com os coeficientes da DCT para os 16 sensorgramas, foi
criado o conjunto de dados de treinamento. A Figura 8
Figura 6. (a) Sensorgrama experimental. (b) aplicac¸a˜o de
ru´ıdo gaussiano branco de 65 dBW. (c) incremente de
0.2o no eixo y e (d) alterac¸a˜o das regio˜es de interesse.
Figura 7. Frequeˆncia da energia do sensorgrama utilizando
a estrutura multicamada BK7/Au do grupo 1 e a
frequeˆncia acumulada da energia do sensorgrama.
apresentada os treˆs primeiros coeficientes do n´ıvel AC para
cada grupo de sensorgrama. Observa-se pelo espalhamento
dos dados no gra´fico 3D, que os elementos de um grupo
esta˜o pro´ximos entre si.
Figura 8. Disposic¸a˜o 3D dos coeficientes de DCT de cada
grupo de sensorgrama.
Atribu´ıdo o dado de destino para cada sensorgrama, esses
dados foram inseridos no algoritmo de aprendizagem de
ma´quina k -NN. No treinamento, ajustou-se o algoritmo
para utilizar a distaˆncia euclidiana e computa´-la na vizi-
nhanc¸a de 3 vizinhos mais pro´ximos.
Com os paraˆmetros ajustados, a quinta etapa consistiu
em classificar sensorgramas. Para o teste de classificac¸a˜o,
foram criados dois novos sensorgramas, denominados de
Teste 1 e Teste 2 (do Grupo 1 e do Grupo 2), aplicando
para isso as modificac¸o˜es. Para o Teste 1 foi aumentado o
valor do eixo y em 0.2o e diminu´ıdo o tempo da inserc¸a˜o
das substaˆncias Hipoclorito e BSA. O Teste 2 foi diminu´ıdo
o tempo da inserc¸a˜o da substaˆncia Hipoclorito. Os novos
sensorgramas encontram-se na Figura 9 e sua posic¸a˜o no
gra´fico 3D dos coeficientes de DCT esta˜o indicadas na
Figura 10.
Figura 9. Sensorgramas de teste para classificac¸a˜o utili-
zando o algoritmo k -NN. (a) Sensorgrama do Grupo
1 com alterac¸a˜o no valor da posic¸a˜o de ressonaˆncia (b)
sensorgrama do Grupo 2, com alterac¸a˜o da inserc¸a˜o
da substaˆncia Hipoclorito e presenc¸a de bolha de ar
na inserc¸a˜o do PBS.
Figura 10. Novos exemplos inseridos para classificac¸a˜o
utilizando o algoritmo k -NN. O sensorgrama Teste1
foi classificado corretamente, enquanto o Teste2 for
gerado na fronteira entre dois grupos, gerando uma
classificac¸a˜o errada.
O classificador enta˜o foi usado para verificar em qual
grupo cada um desses sensorgramas pertencia. Com os
testes de exemplo, o algoritmo classificou o sensorgrama
Teste 1 como sendo do Grupo 1 de forma satisfato´ria e
o sensorgrama Teste 2 com sendo do Grupo 3 de forma
insatisfato´ria. O classificador apresentou boas taxas de
acertos na classificac¸a˜o de sensorgramas que apresentam
9 (nove) regimes permanentes, isto e´, sensorgramas que
representam protocolo experimental composto de ciclos de
nove substaˆncias. Contudo, a presenc¸a de bolhas dar ar na
mediac¸a˜o, caracterizada pelo pico em 350 s na Figura 9(b),
na˜o sa˜o foram modeladas levando a falha de classificac¸a˜o.
4.2 Identificac¸a˜o e ana´lise em sensorgramas
Por meio da ana´lise de regressa˜o, o sensor estima as regio˜es
que representam as substaˆncias analisadas, e consequente-
mente, identifica as a´reas de transic¸a˜o entre elas. A regia˜o
de transic¸a˜o entre substaˆncias e´ expressa por:
S(a, b) =
Lt∑
i=1
(i)
2 =
Lt∑
i=1
(yi − a− bx1)2 (1)
em que a janela de tempo Lt define os pontos usados
para calcular o coeficiente de inclinac¸a˜o dos pontos. A
janela deve ser ajustada de modo que ru´ıdos presentes na
instrumentac¸a˜o do sensor na˜o caracterizem a ocorreˆncia
de transic¸a˜o entre substaˆncias.
Na Figura 11, tem-se a identificac¸a˜o de padro˜es no proto-
colo experimental. Os padro˜es identificados sa˜o expressos
pela condic¸a˜o de ressonaˆncia esta´vel quando se tem frac¸a˜o
de uma u´nica substaˆncia em contato com sensor, e as
regio˜es de transic¸a˜o entre as substaˆncias.
Figura 11. Identificac¸a˜o de padra˜o na resposta do sensor
SPR. Identificac¸a˜o dos regimes permanente, carac-
terizando as regio˜es que identificam as substaˆncias
analisadas.
Para verificar se os dados esta˜o distribu´ıdos na forma
normal no modelo de regressa˜o do regime permanente foi
aplicado a ana´lise dos res´ıduos. Na Figura 12 (a) e´ poss´ıvel
observar a ana´lise do res´ıduo do regime permanente, em
que sua distribuic¸a˜o esta´ na forma normal, diante que
segue a condic¸a˜o de ressonaˆncia esta´vel. Ja´ a Figura 12
(b) em que e´ um regime de transic¸a˜o, os dados na˜o esta˜o
na forma normal, na˜o seguindo a condic¸a˜o de ressonaˆncia
esta´vel.
Com o uso da regressa˜o linear e´ poss´ıvel proceder com
testes de hipo´tese, a fim de atestar a confiabilidade dos
dados obtidos com o sensor. O teste consiste em verificar a
inclinac¸a˜o da reta gerada na fase de regressa˜o. Nas a´reas de
regime permanente, a inclinac¸a˜o deve ser pro´xima de zero.
O n´ıvel de confianc¸a define os limites superior e inferior do
Figura 12. Histogramas da ana´lise do res´ıduo do modelo
de regressa˜o. (a) Histograma do regime permanente.
(b) Histograma do regime de transic¸a˜o.
intervalo de confianc¸a e o teste de hipo´tese verifica se na
janela temporal estabelecida o coeficiente de regressa˜o esta´
contido nesses limites. Assim, foi testado se o sensorgrama
reflete o protocolo experimental com 99.9% de confianc¸a.
A Figura 13 apresenta o teste de hipo´tese para o coeficiente
da regressa˜o linear. Quando o teste da hipo´tese de que a
inclinac¸a˜o da reta e´ nula encontra-se dentro dos limites
estabelecidos, e´ poss´ıvel confirmar que e´ uma substaˆncia.
Em destaque, tem-se o intervalo em que foi poss´ıvel confir-
mar com 99.9% de certeza que essa regia˜o do sensorgrama
representa uma substaˆncia.
Figura 13. Teste de hipo´tese para verificar confiabilidade
da presenc¸a de uma determinada substaˆncia em um
protocolo experimental. Em destaque tem-se o in-
tervalo em que foi poss´ıvel confirmar com 99.9% de
certeza que e´ uma substaˆncia.
5. CONCLUSA˜O
Foi apresentado a utilizac¸a˜o de algoritmos de aprendiza-
gem de ma´quina com objetivo de descrever, analisar e
classificar o sensorgrama de um determinado protocolo ex-
perimental. Os algoritmos apresentaram resultados satis-
fato´rios, permitindo classificar sensorgramas e identificar
padro˜es na resposta SPR.
Com o uso apropriado de algoritmos inteligentes e´ poss´ıvel
aferir a qualidade de um sensor SPR e atestar em que
condic¸o˜es de operac¸a˜o este funcionara´ com determinado
n´ıvel de confiabilidade. Assim, o sensor inteligente garante
a confiabilidade nas respostas fornecidas, condic¸a˜o essen-
cial para auditoria por o´rga˜os fiscalizadores
Ademais, a ana´lise sobre o uso de te´cnicas de inteligeˆncia
em sensores SPR possibilita prever anomalias no com-
portamento do sensor, garantido melhores resultados nas
medic¸o˜es.
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